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Ac : acetyl 
ACE : angiotensin converting enzyme 
Acm : acetamidomethyl 
Acp : 6-aminocaproic acid 
Ala : Alanine 
aq. : aqueous 
Arg : Arginine 
Asn : Asparagine 
Bn : benzyl 
Boc : tert-butoxycarbonyl 
Bpoc : biphenylisopropoxycarbonyl 
Bu : butyl 
Cbz : carbobenzyloxy 
Cys : Cysteine 
DBU : 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene 
DCC : N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide 
1,2-DCE : 1,2-dichloroethane 
DEAD : diethyl azodicarboxylate 
DIPCI : diisopropylcarbodiimide 
DIPEA : diisopropylethylamine 
DMAP : N,N-dimethyl-4-aminopyridine 
DMF : N,N-dimethylformamide 
DMSO : dimethylsulfoxide 
DMT-MM : 4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chloride 
DTT : dithiothreitol 
EDC·HCl : 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride 
EDT : 1,2-ethanedithiol 
Fmoc : 9-fluorenylmethyloxycarbonyl 
FT-IR : Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
Gln : Glutamine 




HATU : O-(7-aza-1H-benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluoro 
phosphate 
HOBt : 1-hydroxybenzotriazole 
HOOBt : 3,4-dihydro-3-hydroxy-4-oxo-1,2,3-benzotriazine 
HPLC : High-Performance Liquid Chromatography 
HRMS : High-Resolution Mass Spectrometry 
Ile : Isoleucine 
i
Pr : isopropyl 
Leu : Leucine 
Lys : Lysine 
Me : methyl 
mp : melting point 
MS : Mass Spectrometry 
MW : Molecular Weight 
N.D. : not detected 
NHS：N-hydroxysuccinimidyl 
NMR : Nuclear Magnetic Resonance 
N.R. : no reaction 
OSu : hydroxysuccinimidyl 
PAD : prop-apoptotic domein 
Pbf : N-ω-2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl  
PEG：polyethylene glycol 
Ph : phenyl 
PMB : p-methoxybenzyl 
PP : polypropylene 
Pro : Proline 
PS : polystyrene 
Pys : pyridinesulfenyl 
quant. : quantitative yield 
rt : room temperature 
Rt : retention time 
SAMs : Self-Assembled Monolayers 
SH : sulfhydryl 
Tat : Trans activator of transcription 
t
Bu : tertiary butyl 
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TCEP·HCl : Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride 
TFA : trifluoroacetic acid 
TLC : Thin-Layer Chromatography 
TNB : thionitrobenzoic acid 
Trt : trityl 
Ts : tosyl 
Tyr : Tyrosine 


























Npys 基は 1978 年、Matsueda と Aiba によって見いだされた官能基であり、Npys-Cl (1）
を緒としている。この化合物は、初めて見いだされた安定なピリジンスルフェニルハ
ライドである 1)。その後、同グループの研究により、Mukaiyama 型酸化還元縮合 2)に
おける酸化剤成分としてトリフェニルホスフィンと共に用い、セファロスポリン誘導
体の縮合に利用された(Scheme 1)3)。また、Matsueda、Kaiser らは Npys-Cl(1)が塩基
性条件下でアミン、アルコール、スルファン(本論文中ではチオールと表記する)と反
応し、保護基としても利用可能であることを明らかにした。更に、Npys 基で保護され









Scheme 1. Npys-Cl(1)とトリフェニルホスフィンを用いた酸化還元による縮合反応 
 
 
Scheme 2. Npys-Cl(1)による官能基の保護とその保護体を利用した反応：A)アミン保護体 2
を用いるアミド化、B)アルコール保護体 3 を用いるエステル化、C)チオール保護









Scheme 3. Npys 保護されたセリン誘導体を用いたデヒドロアラニンの合成  
 























Table 1.代表的な酸感受性保護基と Npys 基の酸性条件下における安定性の比較 a) 
 
さらに、Matsueda、Higashida らは「保護された SH 基」を Npys-Cl(1)と反応させる
と、塩基非存在下に Npys 保護体(4)が得られることを明らかにしている（Table 2）10)。 
 
Table 2. Npys-Cl(1)による側鎖保護システインとの保護基交換による Npys 保護体(4)の合成 
a) Isolated as dicyclohexylamine salt, melting point 122~123 °C, []
22
D  60.6° (c1.0, MeOH) 
b) Melting point 120-122 °C, []
22




Entry Starting Materials Npys-Cl (eq.) Conditions yield % 
1 Boc-Cys(Bn)-OH 1.2 rt, 24 h in CH2Cl2 N.R. 
2 Z-Cys(Bn)-OH 2.0 rt, 5 h in CF3CH2OH 61
a)
 
3 Boc-Cys(PMB)-OH 1.2 0 °C, 30 min. in CH2Cl2 92 
4 Boc-Cys(Bn(Me)2)-OH 1.2 0 °C, 30 min. in CH2Cl2 90 
5 Fmoc-Cys(
t
Bu)-OH 1.2 0 °C, 30 min. in CH2Cl2 80
b)
 
6 Boc-Cys(Trt)-OH 1.2 30 °C, 3 h in CH2Cl2 91 
7 Boc-Cys(Acm)-OH 1.2 0 °C, 30 min. in AcOH 63 
Conditions Boc Bpoc Pys Npys 
0.04 M HCl in dioxane    
0.1 M HCl in dioxane    
0.2 M HCl in dioxane    
1 M HCl in dioxane    
4 M HCl in dioxane    
50% TFA in CH2Cl2    
TFA    
88% HCOOH aq.    
Ph3P + ROH    
2-Pyridinethiol-1-oxide    
a) Leu and Ile derivatives of each protecting group listed as well as Z-Ser(Npys)-OH in the case 
of the Npys group was tested. 
 : Cleavable within 5 min. 
 : Partially cleavable in 2 h 


















ビオチンを付与した固相ビオチン化試薬 KSH-1 を設計・合成した。そして、SH 基含












子に Arg8 を簡便に付与できる試薬の開発は有益と考えた。KSH-2 の分子設計は、
KSH-1 と同様の考え方で実施し、第一章での合成中間体を出発物質として、両親媒性
を有する樹脂に Arg8 誘導体を 3 工程で導入することで所望の化学構造を構築し、
KSH-2 の合成に至った。そして、KSH-2 の固相オリゴアルギニン化試薬としての機能
を、2 種の SH 基含有化合物(カプトプリルおよびシステイン含有 16 残基ペプチド)を
モデルに評価した。その結果、いずれの場合も濾過のみの簡便な操作で、比較的高純


































     d-(+)-Biotin (5)      Avidin 
 
Figure 1. ビオチン 5 とアビジン 
 
Hofmann、Kiso らによって 1976 年に提案されたインスリン受容体の精製を、一例と























     




















































































































一方、アビジン中のビオチン結合部位は、蛋白質の表面から約 9 Å 内側に入り込ん
だ場所に存在する 8)。このため、アビジンとビオチンの結合効率の向上を目的に、ア

















































Scheme 6. カルボキシル基のビオチン標識 
 

















































3)—1 S—C 結合の形成を基盤とするチオール選択的ビオチン標識試薬  
本分類に包含されるビオチン標識試薬には、マレイミド構造を有するものが多く知
られている。マレイミドは、SH 基と効率的にマイケル型付加反応を起こす。代表的
なビオチン標識試薬として、Scheme 7A に示す試薬 14 が挙げられる 12)。試薬 14 は、
中性条件下で反応させることが重要である。塩基性条件下では、マレイミドのカルボ
ニル基が求核攻撃を受け易く、酸性条件下では反応の進行が制限されるためである。




Scheme 7. C−S 結合の形成を利用したビオチン標識試薬  A)マレイミド型ビオチン標識試薬 14、





3)—2 ジスルフィド結合の形成を基盤とする SH 基選択的ビオチン標識試薬  


















Linker S S N
Y
16: Y = H
























Linker S S 被標識体



















アルキルホスフィンや EDT、あるいは DTT 等の還元剤で樹脂を処理することでジス
ルフィド結合を切断させ、ビオチン部分を樹脂に残存させた形で蛋白質を樹脂から遊
離させ、精製することができる。  
また、被標識体に SH 基が存在しない場合でも、別途 SH 基を導入後、官能基選択
的にビオチン標識を行うことができる。具体例として、被標識体中の遊離 1 級アミン
に対して 2-アミノチオラン塩酸塩(19, Traut’s Reagent)を用いてチオール基を導入す























































































































Figure 6. 固相に担持されたビオチン標識試薬 25 を用いたビオチン標識反応  
 
  














































的安定性を併せ持つ Npys 基に着目した。そして、最初に Npys 型活性ジスルフィドを
利用した新規固相担持型 SH 基選択的ビオチン標識試薬の創製を計画した。ところで、
1988 年に Hayashi らは、SH 基選択的ビオチン標識試薬として化合物 26 を開発し、補








に新規固相担持型 SH 基選択的ビオチン標識試薬 KSH-1(27)を設計した(Figure 7）。 
 
 




























































標識試薬 27 は、3 つの部分から構成される。それらは、1)ビオチン誘導体、2)Npys
基を含む活性ジスルフィド、そして 3)親水性のリンカー構造を有する固相担体である。
ビオチン誘導体は、ビオチンが持つカルボン酸部でシステアミンを縮合したものであ
る。そして、当該誘導体の SH 基を活性ジスルフィドとして Npys 基に連結させること






な溶媒中で固相試薬 27 を SH含有被標識分子に作用させることでジスルフィド交換反




Scheme 11. 標識試薬 KSH-1(27)の設計とジスルフィド交換反応によるビオチン化の反応機構 
 
一方、固相担体に担持された Npys 部分は、副生物として相当する固相担体に担持








第四節 固相担持型 SH 基選択的ビオチン標識試薬 KSH-1 の合成 
 
1) 合成計画 
Scheme 12 に固相担持型 SH 基選択的ビオチン標識試薬 KSH-1(27)の合成計画を示




































































































ビオチンの Npys 誘導体 30 は、Npys 構造を有するβ−アラニン誘導体 31 の末端ア
ミノ基部の Boc 基を脱保護後に、カルボキシル基が活性化されたアミノ基選択的ビオ
チン標識試薬 6 を用いてビオチン化することで調製することとした。Npys 構造を有す
るジスルフィド 31 の合成には、序論(Table 1)において示した Matsueda らによる Npys
基の導入法と同様の反応条件が適用できると考えた。すなわち、Npys-Cl 誘導体 32
にスルフヒドリル基が p-methoxybenzyl(PMB)基で保護された N-Boc-システアミン 33
と反応させることで、β−アラニン誘導体 31 を調製することとした。尚、Npys 誘導体
32 の合成、およびそのクロロスルフェニル構造への変換には、Ueki らにより報告さ
れた塩化スルフリルを用いた Npys-Cl(1)の合成法が利用できると考えた 22) 。すなわ





34 を調製することとした。このピリジルクロライド 34 を植木らの手法により Npys-Cl
誘導体 32 を調製できると考え、実際の合成に着手した。  
 
 



















2) Npys 構造を有するジスルフィド 31 の合成 
上記合成計画をもとに、まず Npys 構造を有するジスルフィド 31 の合成を行った
(Scheme 14)。6-ヒドロキシニコチン酸 35 に発煙硝酸(d = 1.52)を加え、50 ℃で反応









にカルボン酸 40 を得、さらにカルボン酸 40 に対し、ジクロロメタン溶媒中塩基性条
件下室温にて、β−アラニン−tert−ブチルエステル塩酸塩を DMT-MM23)を用い脱水縮合




33 とジクロロメタン中で反応させることで、Npys 構造を有するジスルフィド 31 を良
好な収率で得た。なお、このジスルフィド 31 は結晶性があり、得られた結晶の X 線 
 
 






































































結晶構造解析から、Figure 8 に示すように所望の構造であることが確認された。 
 
 
















3) 固相担持型 SH 基選択的ビオチン標識試薬 KSH-1(27)の合成 
 上記 Npys 構造を有するジスルフィド 31 を用い、固相担持型 SH 基選択的ビオチン
標識試薬 KSH-1(27)の合成を行った(Scheme 15）。 
 
 
Scheme 15. 固相担持型 SH 基選択的ビオチン標識試薬 KSH-1(27)の合成 
 
ジスルフィド 31 を 4 mol/L 塩化水素酢酸エチル溶液と反応させたところジスルフィ
ド結合の分解が観察された。一方、TFA を氷浴中で添加し、室温で撹拌することでア
ミノ基とカルボキシル基の脱保護が一度に進行し、その結果カルボキシルアミン 42
が TFA 塩として得られ、そのまま次の反応に用いた。カルボキシルアミン 42 にアミ
ノ基選択的ビオチン標識試薬 6 を DMF 溶媒中で塩基と共に反応させることで、ビオ
チンが導入された Npys 型ジスルフィド 30 を良好な収率で得た。この Npys 型ジスル
フィド 30とアミノ基を有する樹脂(H2N-PEG-PS resin)を脱水縮合によりアミド化にす
ることで固相化を行った。すなわち、振とう撹拌機に PP 製濾過容器を取り付け、こ
こに PEG リンカーを有するアミノポリスチレン樹脂をとり、DMF を加えることで樹























































0 °C to rt


































第五節 KSH-1 を用いた SH 基を有する低分子化合物に対するビオチン標識反応  
 






Scheme 16. KSH-1(27)を用いたカプトプリル(43)へのビオチン標識反応  
   
PP 製濾過容器に水：DMF=1:1 の混合溶媒に溶解させたカプトプリル 43 と KSH-1 を
1-4 当量加え、振とう撹拌を行った。KSH-1(27)の試薬導入量は、アミノポリスチレ
ン樹脂上のアミノ基置換量(0.42 mmol/g)を元に、0.34 mmol/g と推定した。このとき、
溶媒量は濃度が KSH-1(27)に対して一定(0.011 mol/L)となるように調節した。反応か
ら 5 分、10 分、20 分、30 分、60 分後の溶液をそれぞれ HPLC 分析し、カプトプリル
43 の残存量を観察することで、反応の進行を観測した(Figure 9）。 





























































観察された。特に 4 当量の KSH-1 を用いた場合においては、30 分でカプトプリル 43
が検出限界以下まで消費されることが明らかになった。そこで、KSH-1(27)をカプト







1) 振とう撹拌(30 分) 
     2) ろ過 







Figure 10. KSH-1(27)を用いるカプトプリル 43 へのビオチン標識  
 
PP 製の濾過容器に KSH-1(27)を 4 当量相当分入れ、次にカプトプリル 43 の溶液を
加え、振とう撹拌することで反応を行った。30 分後溶液を一部採取し、HPLC 分析に















 captopril (43, 1 eq.) 
in 50% DMFaq. 





Figure 11. KSH-1(24)を用いたカプトプリル 43 へのビオチン標識における、溶液の HPLC 分
析、A)カプトプリルの DMF/H2O(1:1)溶液、B)30 分後の反応溶液、C)反応後の濾
液を回収後、濃縮乾燥し 15%メタノール水溶液に再溶解した溶液  
HPLC conditions: YMC-pack ODS-AM (4.6×150 mm) with a linear gradient of 0.1% TFA-MeCN 
(100:0–60:40 over 30 min) at a flow rate of 0.9 mL/min, detection at 230 nm. A 
peak with a retention time of 24.2 min in (b) and (c) corresponded to the 
biotin-labeled captopril (44). 
 
その結果、反応開始時にはカプトプリル 43 に対応する 16.8 分のピークが確認され
たが、30 分後には当該ピークは消失し、24.2 分の位置に新たなピークの出現を認めた。
反応溶液を濾過し、樹脂を洗浄した溶液と合わせ、減圧下溶媒を留去し乾燥した。得
られた固体を 1H-NMR 及び質量分析をおこなった。HPLC にて検出した新たなピーク
が目的のビオチン標識されたカプトプリル 44 に対応することを確認し、収率は 96%
であった。また、15% メタノール水溶液に再度溶解して HPLC 分析を行った所、純度
は 87%であった。このことから、KSH-1 は SH 基を持つ低分子化合物カプトプリルに
対し室温で 30 分反応させることで官能基選択的にビオチンを標識し、反応終了後には
濾過のみで比較的良好な純度のビオチン標識体を生成することを明らかにした。この
知見は KSH-1 が SH 基を有する化合物に対して広く適用可能で効率的なビオチン標識
手法であると考えられる。  
A) 





















しい発想に基づく試薬「固相担持型 SH 基選択的ビオチン標識試薬 KSH-1(27）」を設
計し、市販で入手容易な 6-ヒドロキシニコチン酸より 11 工程で合成した（Scheme 17）。 
 
 
Scheme 17. 固相担持型ビオチン標識試薬 KSH-1(27) 
 
そして、SH 基含有分子として、ACE 阻害剤カプトプリル 43 をモデルに KSH-1 の
標識試薬としての機能を評価し、室温下 30 分の後、樹脂を濾過により除去するのみで
所望のビオチン標識体 44 を 87%という良好な純度、高収率(96%)にて得ることに成功
した(Scheme 18)。 
 














































KSH-1 (27), 4 eq.
50% DMFaq., rt, 30 min., 96%
HPLC purity : 87%
35 
 




1988 年、ヒト免疫不全ウイルス 1 型(HIV-1)の Tat 蛋白質が細胞内へ移行するとい
う Frankel らの偶然の発見 1)を緒に、アルギニンに富むペプチドは、膜透過ペプチド
(CPP)の一つとして認識されるようになった。加えて CPP を付与した各種蛋白質の細
胞内導入法が 1994 年に Fawell らにより報告された 2)ことから、CPP をベクターとし
て用いて、細胞内に蛋白質、ペプチド、核酸誘導体、リポソーム、ナノ粒子等の膜不
透過性のカーゴ(積荷)分子を導入する方法が盛んに試みられている。この様な CPP と
しては、HIV-1 Tat 蛋白質由来ペプチド(Tat ペプチド)の他、オリゴアルギニン(Rn, n = 













る 11)。一方、化学合成により CPP との架橋体を合成する方法も多数報告されている。






せる方法(Scheme 19B) 13)、や Cys(Npys)含有オリゴアルギニンと SH 基含有積荷分子
を架橋させる方法が報告されている(Scheme 19C)14)。また、高い官能基選択性を有す












る試薬として、SH 基選択的固相担持型オリゴアルギニン導入試薬の開発に着手した。  
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第一節 固相担持型 SH 基選択的オリゴアルギニン導入試薬 KSH-2 のデザイン 
 
前章にて開発した KSH-1(27)の構造を参考に、SH 基を有する積荷分子に CPP であ
るオリゴアルギニンとして、オクタアルギニン(Arg8)を導入する固相担持型の SH 基
選択的オクタルギニン導入試薬 KSH-2(45)を次のようにデザインした。すなわち導入
試薬 39 を、1)CPP としてのオクタアルギニン、2)N−アミノカプロン酸および L–シス





Figure 12. 固相担持型 SH 基選択的オクタアルギニン導入試薬 KSH-2(45) 
 













































第二節 固相担持型 SH 基選択的オクタアルギニン導入試薬の合成 
 
1)合成計画 
上記導入試薬 KSH-2(45)の合成法において、当初、前章で述べた KSH-1 と同様に、
オクタアルギニン(Arg8)と連結した Npys 型のジスルフィドを合成し、樹脂上に担持す
る方法を検討した。すなわち、Scheme 21 に示すように、側鎖が Pbf 基で保護された






Scheme 21. KSH-2(45)の合成案 
 
そこで、Scheme 22 に示すように、樹脂上で活性化した Npys 基と、オクタアルギニ
ンペプチドフラグメントを、ジスルフィドの形成をもって固相化する戦略を考えた。







スルフィド 40 から誘導できると考えた。すなわち、ベンジルスルフィド 40 をアミド





































Figure 22. Npys 型ジスルフィドを構築するとともに固相化する KSH-2(45)の合成計画 
 
2) Npys-Cl 型樹脂 51 の調製 
アミノメチル ChemMatrix®樹脂 53に、ベンジルスルフィド 40を導入するにあたり、
反応の完結をめざすために、先ず、縮合試薬 HATU および塩基 DIPEA の使用量なら
びに反応時間に関し検討を行った。ベンジルスルフィド 40 が樹脂中のアミノ基と反
応することで、アミノ基 1 個当り窒素原子 2 個が増加することになる。そこで、ベン
ジルスルフィド 40 の導入率を反応後のベンジルスルフィド化 ChemMatrix®樹脂 52 に
存在する窒素含量を元に計算した。その結果を Table 3 に示すが、実際には、ベンジ
ルスルフィド化樹脂 52 中の窒素含量の理論値(2.47%)との差から最適反応条件を決定
した。先ず、1 当量のアミノメチル ChemMatrix®樹脂 53 に対し、ベンジルスフィド 40、
HATU、DIPEA を各 4.0、3.9、4.0 当量用い、振とう撹拌をおこなった(Entry 1)。1 時
間の反応後、得られた樹脂は、アミンの定性試験(Kaiser test)が陰性であったにもかか
わらず、窒素含量は理論値と乖離し、約 0.6%低い値を示した。そこで、Entry 1 の試
薬量を変えず反応時間を延長(3 時間)したところ(Entry 2)、理論値との差は 0.2%まで
改善したが、さらに改良の余地があると思われた。そこで、各試薬の量を樹脂 53 の























































この結果から Entry 3 の反応条件が最適であったので、以後の合成においては当該反
応条件を適用した。尚、調製されたベンジルスルフィド化樹脂 52 は、冷凍保管にて 6
ヶ月以上安定であった。 
 









Time  Kaiser test 
Content of nitrogen 
(difference from 
theoretical value) 
1 4.0 3.9 4.0 1 h Negative 1.84% (-0.63%) 
2 4.0 3.9 4.0 3 h Negative 2.26% (-0.21%) 
3 5.0 4.9 5.0 3 h Negative 2.43% (-0.04%) 
4 5.0 4.9 5.0 24 h Negative 2.34% (-0.13%) 
(a) The theoretical value was calculated from -NH2 group on the aminomethyl-ChemMatrix
®
 




ルフリルを加え、撹拌子により穏やかに混合することで、Npys-Cl 型樹脂 51 の合成を




ンジルスルフィド化樹脂 52(18.4 mol)をピリジン存在下に、塩化スルフリルの 1,2−
ジクロロエタン溶液(2 mL)で 90 分処理後、得られた樹脂をジクロロメタンで洗浄し、
Npys-Cl 型樹脂 51 を得る。この Npys-Cl 型樹脂 51 をギ酸水溶液(2 mL)中、過剰の
N-アセチルシステイン(92.0 mol)で室温下処理した。1 時間の反応後、濾液の pH が
5-6 の弱酸性となるまで水で洗浄し、N-アセチルシステインが導入された Npys ジスル















(content of nitrogen (theoretical)(a) : 0.98%)

















43 55 56 others 
1 10% rt 30 min 51 13 13 21 
2 5% rt 30 min 66 18 4 12 
3 5% rt Overnight 12 57 2 29 
4 2% rt 30 min 66 23 4 7 
5 2% rt Overnight 5 66 4 25 
6 2% 50 °C 30 min N.D. N.D. N.D. N.D. 
7 1% rt 30 min 72 11 5 12 
8 1% rt Overnight 14 65 4 18 
9 0.5% rt 30 min 92 3 2 2 
10 0.5% rt Overnight 51 39 8 2 
11 0.5% 4 °C 30 min 90 7 3 0 
12 0.5% 4 °C Overnight 25 71 3 1 
 
その結果、Entry 1 に示すように、10%の塩化スルフリルを室温下で用いると、反応







(4 eq.) 1,2-DCE, pyridine,
temp., 1.5 h
90% formic acid aq.,
rt, 1 h
51

































塩化スルフリルの濃度を 5%(Entry 2 および 3)へ低減した。その結果、目的とする非
対称ジスルフィド 55 の生成は 30 分の反応時間では 18%と低下した(Entry 2)が、終夜
反応により 57%に上昇した(Entry 3)。一方、終夜反応においても原料であるカプトプ
リル 43 は残存(12%)し、副生成物の生成は Entry 1 の結果と同程度(29%)であった。
しかし、ホモジスルフィド体 56 の生成は 4%以下という低水準であった。そこで、さ
らに Entry 4 および 5 に示すように、塩化スルフリルの濃度を 2%へ低減したところ、
非対称ジスルフィド 55 の生成は 30 分の反応時間では 23%(Entry 4)、終夜反応では
66%(Entry 5)と、Entry 2 および 3 の結果と比べてわずかに上昇し、ホモジスルフィド
56 の生成も同程度(4%)であった。さらに、終夜反応においても原料であるカプトプ
リル 43 は残存(5%)していたものの、副生成物の生成はわずかに抑制(25%)された。
しかしながら、さらに反応を加速するため Entry 4 の反応条件を基に加温(50 °C)を検
討したが(Entry 6)、樹脂の形態が崩壊した。これは塩素化樹脂 51 より塩素が脱離し、
樹脂間でのランダムな共有結合形成が起こったためと考えている。一方、さらに塩化
スルフリルの濃度を 1%(Entry 7 および 8)および 0.5%(Entry 9 および 10)へ低減した場
合、非対称ジスルフィド 55 の生成は、終夜反応において各々65%および 39%となり、
特に Entry 8 の条件は、Entry 5 のそれに匹敵するものであった。これに対し、Entry 10
では、カプトプリルの残存は 51%と多いものの、副生成物の生成が 2%と大きく抑制
されていたため、次に、塩化スルフリル濃度 0.5%とし冷却下反応を試みた(Entry 11
および 12)。その結果、非対称ジスルフィド 55 の生成は、終夜反応において 71%と最
も良い数値を与え、さらに、ホモジスルフィド体 56 の生成が 3%、副生成物の生成が
1%と良好な結果を与えた。Entry 7 の反応条件では、カプトプリルの残存が 25%あり、
反応は完結していないが、検討した中では最も目的物が多く得られた。また副生物の
生成が最も抑えられたことから、当該反応条件を用いて、Arg8 フラグメント 50 を樹
脂に導入する事で、KSH-2(45)の合成検討を行った。  
 
3)固相担持型 SH 基選択的オリゴアルギニン導入試薬 KSH-2(45)の合成 




SH 基選択的オリゴアルギニン導入試薬 KSH-2(45)の合成検討を行った(Table 5)。具
体的には Npys-Cl 型樹脂 51 をギ酸溶液中で膨潤後、樹脂 51 に対して 5 当量の Arg8









評価した。尚、Arg8 フラグメント 50 は、手動にて Fmoc-based Solid Phase Peptide 
Synthesis(Fmoc-based SPPS)により合成した。すなわち Rink amide resin を用い、C 末
端より各種 Fmoc アミノ酸(Fmoc-Cys(tBu)-OH, Fmoc-Acp-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, 
Fmoc-Cys(tBu)-OH)を DIPCI-HOBt 法にて逐次縮合し、さらに Fmoc 基を 20% 
piperidine/DMF で脱保護することでペプチド鎖を構築した。また、N 端は、ピリジン
存在下に無水酢酸によりアセチル化した。得られた保護ペプチド樹脂を、TFA : H2O : 
thioanisole : m-cresol (57:1:1:1)で処理し、Cys(tBu)以外の保護基を除去すると共にペプ
チドの樹脂から切断を行い粗ペプチドを得た。粗ペプチドを HPLC で精製することに
より、所望の Arg8 フラグメント 50 を得た(yield : 53%, purity : 92%)。また、還元型ペ
プチド 57 はアミノ酸に Fmoc-Cys(Trt)-OH を用いたことの他は Arg8 フラグメント 50
と同様の方法により合成し(yield : 15%, purity : 94%)アルギニン残基の含有量を指標
としたアミノ酸分析の結果を元に HPLC による検量線を作成した。  
 





 Loading rate of octaarginine peptide on KSH-2 (45)
(b)
 
1 1.5 h 2.0 h 20% 
2 1.5 h 8.0 h 77% 
3 1.5 h 16.0 h 87% 
4 4.5 h 8.0 h 59% 
[a] Molar quantity was calculated as 8TFA salt.  
[b] Loading rate was calculated from a calibration curve based on the result of the amino 
acid analysis of peptide 57 synthesized by SPPS. 
その結果、Entry 1 に示すように、第二節 2)の結果より得られた条件の下合成した
Npys-Cl 型樹脂 51 に、Arg8 フラグメント 50 の 90%ギ酸水溶液を氷冷下加え、振とう
撹拌した。2 時間の反応後、得られた KSH-2(45)の導入率を求めると 20%であった。
52
(1 eq.) 1,2-DCE, pyridine,
4 °C., time1
90% formic acid aq.,























Entry 2 に示すように、Arg8 フラグメント 50 の反応時間を 8 時間に延長すると導入率
は 77%に向上した。Entry 3 に示すように、Arg8 フラグメント 50 の反応時間を更に 16
時間に延長すると 87%の良好な導入率をもって KSH-2(45)が生成することが明らかに
なった。一方、Entry 4 に示すように Npys-Cl 型樹脂 51 の調製における塩素化の反応
時間を 4.5 時間とすると導入率の低下(59%)が見られた。そこで Entry 3 の条件を最適





第三節 SH 基を有する化合物へのオリゴアルギニン導入反応  
 
KSH-2(45)の Arg8 導入の性能を評価するためにモデル実験として、SH 基を有する
化合物としてカプトプリル 43 に対する Arg8 導入反応を行った(Scheme 23)。 
 
 
Scheme 23. KSH-2(45)を用いたカプトプリル 43 へのオクタアルギニン導入反応 
 
カプトプリル 43 と Table 4 における最適条件の下合成された KSH-2(45)を 4 当量
水中室温下で混合し、振とう撹拌することで Arg8 導入反応をおこなった。反応溶液に
残存するカプトプリル 43 と生成する Arg8 架橋体 58 を HPLC により分析することで、
反応の進行を追跡した(Figure 13)。 
 
A)       B)  
Figure 13. KSH-2(45)を用いたカプトプリル 43へのオクタアルギニン導入反応における HPLC 
分析のチャート A)反応開始時の反応溶液 B)30 分後の反応溶液  
HPLC conditions: YMC-pack ODS-AM (4.6 × 150 mm) with a linear gradient of 0.1% TFA-CH3CN 
(100:0–60:40 over 30 min) at a flow rate of 0.9 mL/min, detection at 230 nm.  
 
反応直後に検出されていたカプトプリル 43 に対応する HPLC のピークが、30 分後
の分析においては検出されず、HPLC 純度 96%の新たなピークを検出した。反応溶液
を濾過し、濾液を集め、凍結乾燥することで白色固体を得た。得られた固体を質量分































(11.4 min)  
47 
 
事ができた。また、凍結乾燥後の収率は 55%(架橋体 53 は 8TFA 塩であるものとして
計算した)であった。これにより、KSH-2(45)は SH 基を有する化合物と官能基選択的
に反応し、Arg8 が導入された架橋体を生成することが明らかになった。反応は室温下
30 分で進行し、精製をせずとも濾過のみで 96%の HPLC 純度で得られた  
続いて、細胞死誘導ドメイン PAD18)より誘導したシステインを含む 16 残基のペプ
チド 52(Ac-Cys-Gly-PAD : Ac-Cys-Gly-(D-Lys-D-Leu-D-Ala-D-Lys-D-Leu-D-Ala- 
D-Lys)2-NH2nTFA salt)に対して KSH-2(45)を用い Arg8 導入反応を行った(Scheme 
24)。 
 
Scheme 24. KSH-2(45)を用いた PAD ペプチド 59 へのオクタアルギニン導入反応 
 
Ac-Cys-Gly-PAD ペプチド 59 と KSH-2(45)を 4 当量(PAD ペプチド 59 を 6TFA 塩
として計算した)水中で室温下混合し、振とう撹拌することで Arg8 導入反応を行った。
反応溶液に残存する Ac-Cys-Gly-PAD ペプチド 59 と生成する Arg8 架橋体 60 を HPLC
により分析することで、反応の進行を追跡した(Figure 14)。 
 
C)      D) 
Figure 14. KSH-2(45)を用いた PAD ペプチド 59 への Arg8 導入反応における HPLC 分析 C)反
応開始時のチャート D)1 時間後のチャート。 
HPLC conditions: Waters Sunfire C18 (18.5 mm, 4.6 × 150 mm) with a linear gradient of 0.1% TFA - 
CH3CN (80:20–55:45 over 25 min) at a flow rate of 0.9 mL/min, detect at 230 nm.  
反応直後に検出されていた Ac-Cys-Gly-PAD ペプチド 59 に対応する HPLC のピー
クは、一時間後の分析においては検出されず、HPLC 純度 90%の新たなピークを検出
した。反応溶液を濾過し、濾液を集め凍結乾燥することで白色固体を得た。得られた
固体を質量分析に付したところ、所望の Arg8 架橋体 60 に対応する結果が得られた。
すなわち、導入する対象が SH 基を有するペプチドである場合においても、60 分で反
KSH-2
(45, 4 eq.)Ac-Cys-Gly-PAD










47 (removed by filtration)
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択的に生成することが明らかになった。収率は 85%(架橋体 60 を 14TFA 塩として計算
した)と良好であり、KSH-2(45)はシステインを含むペプチドに対しても適用可能で













質として 3 工程で両親媒性樹脂上に Npys-Cl を構築し、これに Arg8 ペプチドフラグメ
ントを導入する事で、所望の KSH-2(45)の合成に至った(Scheme 25)。 
 
Scheme 25. 固相担持型 SH 基選択的オリゴアルギニン導入試薬 KSH-2(45)の合成 
 
標識試薬としての KSH-2(45)の機能を 2 種の SH 基を含有する化合物、カプトプリ
ル 43 およびシステインを含有する 16 残基のペプチド Ac-Cys-Gly-PAD 59 をモデル
に評価した。その結果、室温水溶液中 30 分から 60 分で反応が完結し、反応終了後濾
過のみで比較的高純度(96%および 90%)の Arg8 架橋体を得た(Scheme 26)。 
 






















47 (removed by filtration)
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47 (removed by filtration)
+
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(HPLC purity : 90%)59 (1 eq.)
50 
 
この結果から、本固相担持型試薬は SH 基を有する化合物と反応し、Arg8 が導入さ




















知られ、A)インスリン 1)、B)カルシトニン 2)、C)アパミン 3)および D)ナトリウム利尿
ペプチド 4)など医薬品としても利用されている(Figure 15)。 
 
 


















































































































































































とき用いられる触媒として、臭素 14)、フェリシアン化カリウム 15)、DMSO16) 、塩化ス
ルフリル 17)などを用いることによりホモジスルフィドが得られる。  
 
















Scheme 29. DEAD を用いる 2 種類のチオールによる非対称ジスルフィド 63 の合成  


























R' = pentyl, Ph, Bn, 4-NO2Ph, CH2COOEt
61 62 63 64
R = Et, pentyl, Ph, Bn
54 
 









Figure 17. 2 種類のチオールより非対称ジスルフィドの合成に用いられるジアゾ型酸化剤  
 





Scheme 30. 1-クロロベンゾトリアゾール 65 を用いる非対称ジスルフィドの合成  
 
この方法では、1-クロロベンゾトリアゾール 65 と、保護システインから活性な中
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最近では Galanis、Albericio らは２つのジスルフィド環構造を有する 16 残基のペプ
チドα-コノトキシン MⅡの合成において、固相上で２つのジスルフィド結合を掛け
分けている 29)。また、Postma、Albericio らは、固相上に担持された NCS(N-クロロス
クシンイミド)を用い環状ジスルフィドを合成している 30)。 
筆者は前章で KSH-2(45)が SH 基を持つ化合物にオクタアルギニンを導入し、非対
称のジスルフィド結合を形成しながらオクタアルギニン複合体が得られることを明ら
かにした。KSH-2(45)の合成は保護されたシステインが固相上に担持された Npys-Cl 
51 と Npys 型ジスルフィドを形成することにより達成される。つまり、KSH-2(45)の
合成からチオールとのジスルフィド形成にかけた一連の反応は、2 種類のチオールよ
り非対称ジスルフィドを形成する技術とみることが出来る。筆者らは、固相に担持さ





Figure 32. Npys を活用した固相ジスルフィドライゲーション(SPDSL) 
 
つまり、Npys-Cl 51 が Fmoc ペプチド固相合成法で合成された側鎖が tBu 保護され
たシステインペプチド A(70)と反応すると Npys と tBu チオエーテルの交換を経て活
性な Npys 型ジスルフィド 71 が得られる。この固相化合物 71 は SH 基を有するもう 1
方のシステインペプチドフラグメント 72 と反応し、非対称ジスルフィドペプチド 73
が得られる。 













第一節 固相担持された Npys-Cl の合成とペプチドの導入  
 
 この固相ジスルフィドライゲーション(SPDSL)を実際に 9 残基からなる環状ジスル
フィドペプチドであり、子宮筋収縮作用が知られる脳下垂体後葉ホルモン、オキシト
シン 31) 75 の合成に適用することで証明することにした(Figure 18)。 
 
 
Figure 18. 脳下垂体後葉ホルモン、オキシトシン 75 
 
合成の計画を Scheme 33 に示した。KSH-2 合成と同様に、固相化されベンジルスル
フィド 52 を塩素化することにより、固相担持された Npys-Cl 51 を合成する。Rink 
amide resin を用いた一般的な Fmoc-based SPPS により合成できる tBu 保護システイン
を持つペプチドフラグメント 76 を作用させると、樹脂上の Npys と活性なジスルフィ
ドを形成しながら樹脂に取り込まれ活性な Npys 型ジスルフィド 77 を生成する。これ
に SH 基を有するペプチドフラグメント 78a および 78b を作用させることでそれぞれ
非対称ジスルフィド 79a および 79b を得る。 
 























78a : R2 = OH




79a : R2 = OH
79b : R2 = SCH2CH2COOH
R3-Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2
S Sintramolecular amide formation
oxytocin (75) : R3 = H
76






78a は一般的な Fmoc ペプチド合成法により合成が可能であり、79b は Hojo らによ
る安定なチオエステルリンカーを持つペプチド合成法 32)により合成する。これらを分
子内で環化することで，どちらも N 末端が保護されたオキシトシン 80 が得られる。
この時、79a は縮合反応による環化、79b は Asahina らにより報告されている塩化銀
を用いたケミカルライゲーション 33)により環化する。そして N 末端の保護基を脱保護
によりオキシトシン 75 を得る戦略である。  
はじめに、ベンジルスルフィド樹脂 52 の塩素化反応とオキシトシンのペプチドフ
ラグメント 76 の樹脂への導入反応を行った。ベンジルスルフィド樹脂 52 を 2%塩化
スルフリルの 1,2-DCE 溶液で塩素化し、得られた Npys-Cl 型樹脂 51 を溶媒で洗浄し
た後、フラグメント 76 を加え、1 時間反応した。このとき、反応の進行にしたがい溶

















 Reaction time Number of times 
1 1.5 2 h 3 51 
2 2 2 h 3 95 
3 3 2 h 3 100 
4 5 2 h 3 100 
5 5 1 h 3 98 
6 5 3 h 1 86 
7 3 20 min 3 70 
8 5 20 min 3 100 
(a) Equivalent of resin 52 to peptide 76. 
(b) Resin 52 was treated with 2% SO2Cl2 / 1,2-DCE (v/v%) at 0 ºC. 
(c) Loading yield (%) of peptide 76 was calculated from the HPLC peak area of residual 


























Entry 1 に示すようにペプチドフラグメント 76 に対し 1.5 当量のジスルフィド樹脂
52 を用い、2 時間の塩素化反応を 3 回繰り返し行った。ペプチドフラグメント 76 を
加え、1 時間撹拌すると 51％の樹脂への取り込みが観察された。Entry 2 に示すように
用いる樹脂 52 を増やすと取り込み量が向上(95%)し、Entry 3 および 4 に示すように 3
から 5 当量の樹脂を用いると完全に反応が進行した。Entry 4 の条件において、Entry 5
に示すように塩素化の時間を短縮(1 時間)する、あるいは Entry 6 に示すように塩素化
反応の回数を 1 回とするとペプチドフラグメント 76 が残存する結果(各々98%および
86%)となった。そこで、塩素化の回数を 3 回に固定し、塩素化の反応時間(30 分)の
短縮を試みた。Entry 7 に示すようにペプチドフラグメント 76 に対し 3 当量のジスル
フィド樹脂 52 を用いると反応は完結しなかったが、Entry 8 に示すように用いると樹
脂の量を 5 当量とすると、塩素化の反応時間を 20 分に短縮しても反応が完全に進行す
ることが明らかとなった。この Entry 8 の最適条件における HPLC は Figure 19 に示す










Figure 19. Npys-Cl 型樹脂 51 へのペプチドフラグメント 76 の導入反応(Entry 8)における
HPLC 分析 A)反応開始時 B)１時間の反応後  
HPLC conditions: A linear gradient starting from 5% CH 3CN in 0.1% aqueous TFA to 55% CH3CN in 
0.1% aqueous TFA over 25 min at a flow rate of 0.9 mL/min, and detection at 230 
nm. 
 
 このように固相化されたジスルフィド型樹脂 52 は 2%塩化スルフリルの 1,2-ジクロ
ロエタン溶液を 20 分間の反応を 3 回繰り返すことによって、固相担持された Npys ク
ロライドが得られることを明らかにした。ここで塩素化反応を行った段階の樹脂 51
に元素分析を行った。その結果、原料樹脂上のアミノ基置換率(0.70 mmol / g)を元に
算出した推定元素組成に比して、塩素含量は理論値の 66%程度であることが分かった。
(Anal. Calcd for C142.62H263.24Cl2N6O68.31S2: C, 52.06; H, 8.06; Cl, 2.16; N, 2.55; O, 33.22; S, 
















































 続いて、ペプチドフラグメント 78a、78b の合成を行った。ペプチドフラグメント
78a は Wang resin を用いた一般的な Fmoc-based SPPS により合成し、HPLC により精
製することで合成出来た。ペプチドフラグメント 78b は前述の通り Hojo らの方法に
従い合成した(Scheme 34)。すなわち、Rink amide resin を用い、Fmoc 合成法により樹
脂 81 を合成し、脱樹脂反応の後メルカプトプロピオン酸を作用させることでペプチ
ドフラグメント 78b が得られ、HPLC による精製後用いた。 
 
Scheme 34. ペプチドフラグメント 78b の合成  
 
第一節において明らかとなった最適条件下で合成された活性な Npys ジスルフィド
型樹脂 77 に対し、各々0.83 当量のペプチドフラグメント 78a および 78b を DMF：水
＝2：1 溶媒中に加え、室温下撹拌することで「固相ジスルフィドライゲーション
(SPDSL)」による非対称ジスルフィド 79a および 79b の合成を行った(Scheme 35)。 
 
 





























78a : R = OH




79a : R = OH
79b : R = SCH2CH2COOH
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Figure 20. 非対称ジスルフィド形成における HPLC チャート  
A), B)ペプチド 78a と樹脂 77 の反応 A)反応開始時 B)反応 30 分後 
C), D)チオエステルペプチド 78b と樹脂 77 の反応 C)反応開始時 D)反応 30 分後 
HPLC conditions: Waters SunFire
TM
 C18 (18.5 mm, 4.6 x 150 mm) with a linear gradient starting from 
30% CH3CN in 0.1% aqueous TFA to 60% CH3CN in 0.1% aqueous TFA over 30 


















第三節 オキシトシンの合成  
 





Scheme 36. ジスルフィドペプチド 79a の分子内環化反応  
 
ジスルフィドペプチド 79a の DMF 溶液(10 mM)に DIPEA(2.5 eq.)と HATU(1.5 eq.)




Figure 21. 常法のアミド化による 79a の環化反応 A)反応開始時、B)5 分後。 
HPLC conditions: Waters SunFire
TM
 C18 (18.5 mm, 4.6 x 150 mm) with a linear gradient starting from 
30% CH3CN in 0.1% aqueous TFA to 60% CH3CN in 0.1% aqueous TFA over 30 
min at a flow rate of 0.9 mL/min and detection at 230 nm.  
 
反応溶液を一部取り、MS により分析すると目的とする環状ジスルフィドペプチド
に相当する結果が得られた。(HRMS(ES+)calcd for C58H77N12O14S2 [M+H]
+
 1229.5124, 










Scheme 37. ジスルフィドペプチド 79b のケミカルライゲーションによる環化反応 34) 
 
79b の DMSO 溶液(10 mM)に HOOBt(15 eq.)，DIPEA(7.5 eq.)と微量の塩化銀(I)を加


















































Figure 22. ケミカルライゲーションによる  79b の分子内環化反応 C)反応開始時 D)2 日後 
HPLC conditions: Waters SunFire
TM
 C18 (18.5 mm, 4.6 x 150 mm) with a linear gradient starting from 
30% CH3CN in 0.1% aqueous TFA to 60% CH3CN in 0.1% aqueous TFA over 30 
min at a flow rate of 0.9 mL/min and detection at 230 nm.  
 
最後に Fmoc 保護オキシトシン 80 の脱保護反応を行った(Scheme 38)。 
 
 
Scheme 38. ペプチド 80 の脱保護によるオキシトシン 75 の合成  
 
Fmoc 保護ペプチド 80 に 20% piperidine/DMF を加え、室温下撹拌した。反応の進行

















20% piperidine / DMF








Figure 23. 保護ペプチド 80 の脱保護によるオキシトシン 75 の合成 A)反応開始時  B)5 分後  
*非ペプチドのピーク(保護基由来の Fmoc ピペリジンアミド) 
HPLC conditions: Waters SunFire
TM
 C18 (18.5 mm, 4.6 x 150 mm) with a linear gradient starting from 
5% CH3CN in 0.1% aqueous TFA to 65% CH3CN in 0.1% aqueous TFA over 30 min 
at a flow rate of 0.9 mL/min with detect at 230 nm.  
 













キシトシン 75 の合成を通して明らかにした(Scheme 39)。 
 
 
Scheme 39. SPDSL を基軸としたオキシトシン 69 の全合成 
 
固相に担持された Npys-Cl 71 に SH 基が保護されたペプチド 76 を導入し、2 種類の























Varian Mercury-300 NMR Spectrometer (300 MHz) 
Bruker AM-400 NMR (400 MHz) 
重クロロホルム、重メタノール、重 DMSO 中で測定した 1H-NMR スペクトルは、テ




Bruker AM-400 NMR(100 MHz) 
重クロロホルム中で測定した 13C-NMR スペクトルは重クロロホルムのピーク 77.16 
ppm を基準として ppm で示した。 
重メタノール中で測定した 13C-NMR スペクトルは重メタノールのピーク 49.00 ppm
を基準として ppm で示した。 
重 DMSO 中で測定した 13C-NMR スペクトルは重 DMSO のピーク 39.52 ppm を基準
として ppm で示した。 
 
NMR スペクトルの記載は次の略号に従うものとする。 





単結晶 X 線構造解析 
Bruker Apex2 Ultra 
 
元素分析装置(東京薬科大学薬学部中央分析センター、窒素分析) 





ダイオネクス ICS-1500 (イオンクロマト) 
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ダイオネクス IonPac AS-12A 
 
質量分析装置 







 Hitachi L-6200 Intelligent Pump 
 Hitachi L-6200 Pump 
 Hitachi L-4000 Detector 
 Hitachi L-2500 Chromato-Integrator 
 YMC-Pack ODS-AM 150×4.6 mm I.D. S-5µm, 12 mm Column 
 Waters SunfireTM C18 150×4.6 mm 18.5 mm Column 
 
アミノ酸分析(東レリサーチセンター) 









国産化学 マニュアル固相合成器 KMS-3 
 
PP 製濾過カラムはポリプロピレン製のカラムにポリエチレン製のフリット(ポアサイ

















  メルクより購入し、国産化学より購入した食品添加物規格の乾燥硫酸第一鉄を  
加えた後、軽く振とうし、1 晩静置したものを用いた。  
 
・1,2-ジクロロエタン 
  関東化学より購入し、ダイヤフラムポンプを用いて、減圧下 200 °C で 3 時間乾





































6-Hydroxy-5-nitronicotinic acid (38) 
6-ヒドロキシニコチン酸(35, 25.0 g, 180 mmol)を発煙硝酸(d = 1.52 g/mL, 95 mL)に




物 38 を 9.67 g、収率 87%、褐色固体として得た。 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  : 8.44 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 8.85 (d, J = 2.6 Hz, 1H); HRMS 
(ES
+
): m/z 185.0194 [M+H]
+
 (Calcd for C6H5N2O5: 185.0198). 
 
6-Chloro-5-nitronicotinic acid methyl ester(34) 
五塩化リン(12.98 g, 62.3 mmol)、化合物 38 (4.00 g, 21.7 mmol)およびオキシ塩化リ
ン(18 mL)を混合し、100 °C の油浴中で加熱還流した。3 時間後、得られた溶液を減圧
下濃縮した。得られた残渣にジクロロメタンを加え、氷浴にて冷却し、ゆっくりとメ




ル＝ 6 : 1 )で精製することにより、エステル 34 を 2.54 g、収率 54%、明黄色針状固
体として得た。 
1
H NMR (300 MHz, CD3OD)  : 4.00 (s, 3H), 8.52 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 9.14 (d, J = 2.1 Hz, 
1H); HRMS (ES
+
): m/z 217.0006 [M+H]
+
 (Calcd for C7H6N2O4Cl: 217.0016). 
 


















エステル 34(2.54 g, 11.7 mmol)、ベンジルメルカプタン(2.06 mL, 17.6 mmol)および




た残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー(ヘキサン：酢酸エチル＝ 6 : 1 )で精
製し、生成物をヘキサンと酢酸エチルから再結晶することで、エステル 39 を明黄色
針状結晶として収量 3.27g、収率 92%で得た。また、得られた結晶を単結晶 X 線構造
解析に付すことにより所望の構造であることを確認した(Figure 24)。 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3)  : 3.99 (s, 3H), 4.51 (s, 2H), 7.23-7.33 (m, 3H), 7.41-7.43 (m, 
2H), 9.00 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 9.24 (d, J = 1.9 Hz, 1H); 
13
C NMR(100 MHz, CDCl3)  : 164.0, 





 (Calcd for C14H13N2O4S: 305.0596); mp 82.1-83.4 °C; IR (KBr) cm
1
: 
3437, 3064, 1731, 1599, 1551, 1517, 1362, 1343, 1305, 1214, 1129, 1067, 818, 767, 754, 695. 
 
Figure 24. エステル 39 の単結晶 X 線構造解析結果  
 
6-Benzylsulfanyl-5-nitronicotinic acid(40) 








ウム一水和物(0.902 g, 21.5 mmol)の水溶液(180 mL)を加えた。10 分後氷浴を撤去し、





ルボン酸 40 を収量 3.10 g と定量的に得た。  
1
H NMR (400 MHz, CD3OD)  : 4.50 (s, 2H), 7.20-7.31 (m, 3H), 7.40-7.42 (m, 2H), 8.91 (d, 
J = 1.9 Hz, 1H), 9.20 (d, J = 1.9 Hz, 1H); HRMS (ES
+
): m/z 291.0442 [M+H]
+
 (Calcd for 
C13H11N2O4S: 291.0440); 
13
C NMR(100 MHz, CD3OD)  : 166.4,162.8, 154.5, 142.6, 138.0, 
135.4, 130.5, 129.6, 128.4, 124.1, 36.6; mp 195.1-196.5 °C, IR (KBr) cm
1 
2811, 2550, 1698, 
1599, 1544, 1407, 1358, 1335, 1294, 1215, 1130, 1064. 
 
3-[(6-Benzylsulfanyl-5-nitropyridine-3-carbonyl)amino]propionic acid tert-butyl ester 
(41) 
カルボン酸 40 (1.50 g, 5.16 mmol)および H-β-Ala-OtBu·HCl(1.13 g, 6.20 mmol)とト
リ エ チ ル ア ミ ン (0.859 mL, 6.20 mmol) を ジ ク ロ ロ メ タ ン (40 mL) に 加 え





た残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー(ヘキサン：酢酸エチル＝ 3 : 1)にて精
製し、ヘキサンと酢酸エチルより再結晶することで化合物 41 を明黄色針状結晶とし
て収量 1.84 g、収率 85%で得た。 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3)  : 1.47 (s, 9H), 2.59 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.72 (q, J = 5.9 Hz 2H), 
7.23-7.32 (m, 3H), 7.40-7.42 (m, 2H), 8.82 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 9.08 (d, J = 2.0 Hz, 1H), ア
ミド由来のピークは観測されなかった; 13C NMR(100 MHz, CD3OD)  : 172.2, 163.2, 
160.7, 151.2, 141.0, 136.3, 132.2, 129.4, 128.6, 127.5, 125.6, 81.7, 35.8, 35.7, 34.7, 28.1; 
HRMS (ES
+
): m/z 418.1421 [M+H]
+
 (Calcd for C20H24N3O5S: 418.1437); mp 117.5-118.4 °C, 
IR (KBr) cm
1 
3417, 3321, 3068, 2979, 2930, 1727, 1638, 1602, 1539, 1509, 1455, 1367, 












3-[(6-Chlorosulfanyl-5-nitropyridine-3-carbonyl)amino]propionic acid tert-butyl ester 
(32) 
化合物 41(664 mg, 1.59 mmol)とピリジン(20 μL)を 1,2-ジクロロエタン(5 mL)に溶
解し、塩化スルフリル(283 μL, 3.50 mmol)を室温下加えて撹拌した。3 時間後、過剰
量の溶媒を減圧下濃縮することで留去した。さらにヘキサンを加えて共沸する操作を
3 度繰り返した。その結果、明黄色の粉末として化合物 32 が得られ、精製せずにその
まま次の反応に用いた。 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3)  : 1.46 (s, 9H), 2.62 (t, J = 4.0 Hz, 2H), 3.74 (br, 2H), 8.90 (d, J 
= 1.9 Hz, 1H), 9.01 (d, J = 1.9 Hz, 1H) , アミド由来のピークは観測されなかった; 13C 
NMR(100 MHz, CDCl3)  : 172.2, 162.4, 160.1, 152.7, 145.7, 141.1, 132.5, 127.2, 81.7, 35.9, 
34.6, 28.1; mp 58.6-59.8 °C, IR (KBr) cm
1 





化合物 81 であると考えている。)[M+Na]+ (Calcd for C26H32N6NaO10S2 : 675.1519); 
 
3-{[6-(2-tert-Butoxycarbonylaminoethyldisulfanyl)-5-nitro-pyridine-3-carbonyl] 
amino}propionic acid tert-butyl ester(31) 
アルゴン気流下、Boc-NH-C2H4-S-PMB (33,473 mg, 1.59 mmol，N-Boc-システアミ
ンと PMB-Cl より合成した)を低水分ジクロロメタン(10 mL)に溶解し、30 °C に冷却














































H NMR (400 MHz, CDCl3)  : 1.46 (s, 9H), 1.47 (s, 9H), 2.59 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.01 (t, J = 
5.7 Hz, 2H), 3.39 (br m, 2H), 3.73 (dt, J = 5.8, 12 Hz, 2H), 5.68 (br s, 1H), 7.37 (s, 1H) 8.87 
(br, 1H), 9.23 (d, J = 1.8 Hz, 1H) , アミド由来のピークは観測されなかった ; 13C 
NMR(100 MHz, CDCl3)  : 172.2, 162.7, 160.4, 155.8, 151.7, 142.3, 132.6, 128.0, 81.7, 79.6, 
39.1, 38.9, 35.9, 34.6, 28.4, 28.1; HRMS (ES
+
): m/z 503.1628 [M+H]
+
 (Calcd for 
C20H31N4O7S2: 503.1634). mp 118.9-119.6 °C, IR (KBr) cm
1 
3291, 3054, 2978, 2935, 1731, 
1653, 1598, 1542, 1369, 1339, 1253, 1152, 1059, 946, 837, 753.  
 
Figure 25. Npys 型ジスルフィド 31 の単結晶 X 線構造解析結果 
 
3-(6-((2-Aminoethyl)disulfanyl)-5-nitronicotinamido)propanoic acid TFA salt (42) 
化合物 31(516 mg, 1.03 mmol)をトリフルオロ酢酸(10 mL)に氷冷下で溶かし加え、
氷浴を撤去し撹拌した。30 分後、溶液を減圧下濃縮し、残渣にヘキサンを加えて 3 回
減圧下濃縮することにより揮発成分を共沸した。共沸後の残渣として黄色のシロップ
状化合物 42 を得て、精製せずそのまま次の反応に用いた。 
1
H NMR (400 MHz, CD3OD)  : 2.68 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.20-3.25 (m, 4H), 3.68 (t, J = 6.8 
Hz, 2H), 9.01 (d, J = 2.0 Hz,1H), 9.28 (d, J = 2.0 Hz, 1H) , アミンおよびアミド由来のピ
ークは観測されなかった; 13C NMR(100 MHz, CD3OD)  : 175.2, 165.4, 153.6, 144.0, 
133.9, 129.7, 39.2, 37.3, 36.6, 34.4, 27.7 (as TFA: 160.7, 160.3, 160.1, 159.9, 121.1, 118.2, 
115.4, 112.6); HRMS (ES
+
): m/z 347.0482 [M+H]
+




















ethyldisulfanyl}pyridine-3-carbonyl)amino]propionic acid (30) 
化合物 42を DMF(25 mL)に溶解し、トリエチルアミン(660 μL, 5.14 mmol)を加えた。
この溶液にビオチンスクシンイミジルエステル(6, 292 mg, 0.856 mmol)を加え撹拌し
た。17 時間の反応の後、減圧下溶媒を留去し、残渣に酢酸エチル(20 mL)を加えると
黄色の沈殿が生じた。沈殿を濾過し、得られた固体を酢酸エチル(10 mL)で 3 回洗浄
し、続けてジエチルエーテル(10 mL)で 3 回洗浄した。得られた固体を減圧下乾燥さ
せることでビオチン誘導体 30 の黄色粉末を収量 425 mg、87%の収率で得た。 
1
H NMR (400 MHz, CD3OD)  : 1.28–1.85 (m, 6H), 2.22 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.58–2.77 (m, 
4H), 2.80–3.10 (m, 2H), 3.15–3.27 (m, 1H), 3.40–3.59 (m, 2H), 3.67 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 
4.26–4.35 (m, 1H), 4.46–4.54 (m, 1H), 8.96 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 9.23 (d, J = 2.0 Hz, 2H); 13C 
NMR(100 MHz, DMSO-d6)  : 172.2 (2 carbons), 162.7 (2 carbons), 162.1, 157.7, 152.3, 





 (Calcd for C21H29N6O7S3: 573.1260). mp 161.8-163.5 °C, IR (KBr) 
cm
1 
3399, 3309, 2926, 1688, 1647, 1597, 1542, 1433, 1338, 1058. 
 
KSH-1(27) 
ビオチン誘導体 30 (250 mg, 0.436 mmol)の DMF(4 mL)溶液に DIPCI(67.5 L, 0.436 
mmol)、amino-PEG-PS resin(346 mg, 0.145 mmol)、HOBt·H2O(73.4 mg, 0.480 mmol)を
順次加え、振とう撹拌した。16 時間後、反応混合物を濾過し、得られた樹脂を DMF
で 5 回洗浄した。得られた樹脂を一部取り、Kaiser テスト 1)に付したところ、結果は
陰性であった。樹脂上に残存したアミノ基を不活化するために、無水酢酸(275 μL, 2.91 
mmol)とピリジン(236 μL, 2.91 mmol)を加え撹拌した。30 分の撹拌の後、溶液を濾過








































浄した。洗浄後の樹脂を減圧下乾燥させることで 明黄色の樹脂として KSH-1(27, 410 
mg, 0.145 mmol)を得た。KSH-1(27)に導入されたビオチンの量は amino-PEG-PS resin
上のアミノ基含有量(0.42 mmol/g)を元に算出した。 
KSH-1(27)を用いたビオチン標識反応における最適当量の検討実験  
PP 製濾過カラム中で KSH-1 (27)を前述の方法に従い、0.022 mmol、0.044 mmol、
0.066 mmol、0.088 mmol に相当する量を各々合成し、カプトプリル(37, 4.7 mg, 0.022 
mmol)の 50%DMF 水溶液(各々2 mL、4 mL、6 mL、8 mL)を加え、振とう撹拌を行っ
た。それぞれ反応開始から 5 分後、10 分後、20 分後、30 分後、60 分後に反応溶液を
採取し、この溶液を逆相 HPLC にて分析することにより、カプトプリル 37 に対応す
る 16.8 分のピークを追跡し Figure 9 に示したグラフが得られた。HPLC conditions: 
YMC-pack ODS-AM (4.6 × 150 mm) with a linear gradient of 0.1% TFA-CH3CN 
(100:0–60:40 over 30 min) at a flow rate of 0.9 mL/min, detection at 230 nm.  
 
KSH-1(27)を用いたカプトプリルへのビオチン標識反応 
固相担持型ビオチン標識試薬 KSH-1 (27, 410 mg, 0.145 mmol、カプトプリルに対し
4 当量)を PP 製濾過カラム中で前述の方法に従い合成し、この容器にカプトプリル(43, 
7.89 mg, 36.3 μmol)の DMF/H2O = 1/1 溶液(7 mL)を加え、振とう撹拌をおこなった。





として得た(収量 8.0 mg、収率 96%)。得られた固体を 15%メタノール水溶液に再度溶
解し、HPLC にて分析すると純度は 87%であった。 
1
H NMR (400 MHz, CD3OD)  : 1.21 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 1.28–1.81 (m, 6H), 1.98–2.14 (m, 
3H), 2.16–2.41 (m, 3H), 2.66–2.76 (m, 2H), 2.76–2.89 (m, 1H), 2.89–3.06 (m, 2H), 3.08–3.25 
(m, 3H), 3.38–3.54 (m, 2H), 3.60–3.80 (m, 2H), 4.26–4.35 (m, 1H), 4.37–4.46 (m, 1H), 




















KSH-1 (27), 4 eq.





三角フラスコにベンジルスルフィド 40 (406 mg, 1.40 mmol)、DMF (12 mL)、HATU 
(420 mg, 1.37 mmol)、DIPEA (201 µL, 1.40 mmol)を加え室温で振とう撹拌した。5 分
後、得られた溶液を PP 製濾過カラムに aminomethyl-ChemMatrix® resin(500 mg, 0.70 
mmol/g, 0.35 mmol)と共に加え、室温下振とう撹拌をおこなった。3 時間後 Kaiser テ
ストに付したところ、結果は陰性であった。反応溶液を濾過することにより樹脂と溶
液を分離し、樹脂を DMF で 5 回、メタノールで 3 回順次洗浄した。得られた樹脂を
減圧下乾燥させることでベンジルスルフィド樹脂 52(547 mg)を得た。 
Anal. Calcd for C156.62H249.24N6O68.31S2: C, 55.30; H, 8.21; N, 2.47. Found(Table 3, Entry 3): 
C, 54.62; H, 8.54; N, 2.43. 
 
ベンジルスルフィド樹脂 52 を用いた非対称ジスルフィド合成の試行実験(Table 3) 
ガラス容器にベンジルスルフィド樹脂 52(32.1 mg, 18.4 µmol)をとり、Table 4 の条
件に従い、それぞれ 0.5%、1%、2%、5%、および 10%となるように調製した塩化スル
フリルの 1,2-DCE(2.0 mL)溶液とピリジン(7.8 µL, 92.0 µmol)を各温度条件の下で加
えた。マグネチックスターラーにより穏やかに撹拌し、90 分後窒素気流下で濾過する
ことにより、樹脂と溶液を分離した。得られた樹脂を氷冷したジクロロメタンで 5 回
洗浄し、続いて氷冷した 90%ギ酸水溶液で 3 回洗浄することにより塩素化された
Npys-Cl 型樹脂 51 を得た。この樹脂 51 に N-アセチルシステイン(15.0 mg, 92.0 µmol)














(4 eq.) 1,2-DCE, pyridine,
Temp., 1.5 h
90% formic acid aq.,
 rt, 1 h
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過することにより樹脂と溶液を分離し、得られた樹脂を純水で 3 回洗浄することで N-
アセチルシステインが固相化された Npys 型ジスルフィド樹脂 54 を得た。得られた
Npys 型ジスルフィド樹脂 54 にカプトプリル(43, 1.0 mg, 4.6 µmol)の水溶液(0.9 mL)
を加え、撹拌した。30 分後および終夜反応後に反応溶液を一部採取した。得られた溶
液をそれぞれ HPLC により分析することでカプトプリル 43、非対称ジスルフィド 55
およびカプトプリルの 2 量体 56 の含量を求めた。実施例として、Figure 26 に Table 4、
Entry 12 における HPLC 分析結果のチャートを示す。  
非対称ジスルフィド 55 : HRMS (ES+): m/z 401.0801 [M+Na]+ (Calcd for C14H22N2O6NaS2: 











Figure 26. ベンジルスルフィド樹脂 52 を用い
た非対称ジスルフィド合成の試行実験(Table 4、Entry 12)A)30 分後の反応溶液、B)
終夜撹拌後の反応溶液。チャート中のピークはカプトプリル 43(9.37 および 9.40
分)、非対称ジスルフィド 55(12.67 分および 12.64 分)、ホモジスルフィド 56(18.50
分および 18.51 分)に対応する。 
HPLC conditions : YMC-pack ODS-AM (4.6×150 mm) with a linear gradient of 0.1% TFA-CH3CN 




Bu)-NH2·TFA salt (50) 
PP 製濾過カラムに Fmoc-Rink amide resin(500 mg, 0.235mmol)をとり、 20% 
piperidine/DMF 溶液(10 mL)を加えた。30 分の振とう撹拌の後、一般的な Fmoc-based 
SPPS に従い、Fmoc アミノ酸、DIPCI をそれぞれ樹脂に対して 4 当量(0.940 mmol)、
HOBt·H2O を 4.4 当 量 (1.03 mmol) 用 い 逐 次 伸 長 反 応 を 行 う こ と で
H-[Arg(Pbf)]8-Acp-Cys(
t
Bu)-NH-resin を得た。得られた樹脂に無水酢酸(480 mg, 4.70 










られた樹脂に氷浴中で TFA 混合液(TFA : H2O : m-cresol : thioanisole = 14.25 mL : 0.25 




より精製しペプチドフラグメント 50 を得た(309 mg, 0.123 mmol, 53%)。 
HRMS (ES
+
): m/z 1581.0095 [M+H]
+
 (Calcd for C63H126N35O11S: 1581.0097). 
 
Ac-(Arg)8-Acp-Cys-NH2·TFA salt(57) 
PP 製濾過カラムに Fmoc-Rink amide resin(500 mg, 0.440 mmol)をとり、 20% 
piperidine/DMF 溶液(10 mL)を加えた。30 分の振とう撹拌の後、一般的な Fmoc-based 
SPPS に従い、樹脂に対して 5 当量(2.20 mmol)の Fmoc アミノ酸、DIPCI を、また
HOBt·H2O を 5.05 当量 (2.22 mmol)それぞれ用い、逐次伸長反応を行うことで
Fmoc-[Arg(Pbf)]8-Acp-Cys(Trt)-NH-resin(3.35 g, DMF を含む)を得た。得られた樹脂
Fmoc-[Arg(Pbf)]8-Acp-Cys(Trt)-NH-resin (1.00 g, 0.131 mmol)に 20% piperidine/DMF を
加え撹拌した。20 分撹拌した後に濾過にすることで溶液を除去し、DMF で 10 回洗浄
した。得られた H-[Arg(Pbf)]8-Acp-Cys(Trt)-NH-resin に無水酢酸(270 mg, 2.62 mmol, 
20 eq.)とピリジン(207 mg, 2.62 mmol, 20 eq.)を加え、室温で 20 分振とう撹拌した。溶
液中の樹脂を一部採取し、Kaiser テストに付したところ結果は陰性であった。濾過に
より樹脂と溶液を分離し、得られた樹脂を DMF で 10 回、メタノールで 3 回、ジエチ
ルエーテルで 3 回順次洗浄した。得られた樹脂を減圧下乾燥することで
Ac-[Arg(Pbf)]8-Acp-Cys(Trt) -NH-resin を得た。得られた樹脂に TFA 混合液(TFA : 
H2O : triisopropyl silane : 1,2-ethanedithiol = 19 mL : 0.5 mL : 0.2 mL : 0.5 mL)を氷浴中で
加え、添加終了後に氷浴を撤去し、室温下撹拌した。2 時間後、窒素気流下で揮発成
分を揮発させ、得られた残渣に対しジエチルエーテル(30 mL)を加えた。このジエチ
ルエーテル溶液に素早く水 (16 mL)を加え、水層にペプチドを抽出する操作を 3 回お
こなった。得られた粗精製ペプチドの水溶液を逆相 HPLC にて精製することで、ペプ




): m/z 1524.9471 [M+H]
+
 (Calcd for C59H118N35O11S: 1524.9489). 




ペプチド 57 の HPLC 検量線作成 
凍結乾燥したペプチド 57(16.6 mg)を水(625 μL)に溶解し、得られた溶液(11.4 mM、
分子量はペプチド 57 が 8TFA 塩であるものとして計算した)を水による 2 倍希釈を繰
り返し、濃度の異なる 5 つの溶液(5.72 mM, 2.86 mM, 1.43 mM, 0.715 mM, 0.357 mM)
を調製した。各々溶液(20 μL)を HPLC 分析することで検量線を作成した(Figure 27)。  
 
KSH-2 (45)の合成とオリゴアルギニンフラグメント導入効率の検討(Table 5) 
ガラス容器にベンジルスルフィド樹脂 52(5.1 mg, 2.9 µmol)をとり、0.5% 塩化スル
フリルの 1,2-ジクロロエタン(1.0 mL)溶液とピリジン(1.2 µL, 15 µmol)を氷冷下加え、
穏やかに撹拌した。Table 5 における Time1 に相当する時間をかけ撹拌した後、PP 製
濾過カラムを用いて窒素気流下で濾過することにより樹脂と濾液を分離した。得られ
 
Figure 27. Calibration curve of solution 57 by HPLC analysis. The HPLC conditions were as 
follows: YMC-pack ODS-AM (4.6 × 150 mm) with a linear gradient of 0.1% 
TFA-CH3CN (100:0–85:15 over 15 min) at a flow rate of 0.9 mL min
-1
, detection at 230 
nm. 































Molar quantity of peptide 57 (μmol) 
85 
 
た樹脂を氷冷したジクロロメタンで 5 回洗浄し、つづいて氷冷した 90%ギ酸水溶液に
より 3 回窒素気流下で洗浄することで Npys-Cl 型樹脂 51 を得た。この樹脂 51 にオク
タアルギニンペプチドフラグメント 50(37 mg, 15 µmol)の 90%ギ酸溶液(600 µL)を室
温下加え振とう撹拌した。氷冷下で Table 5における Time2に相当する時間撹拌した後、
窒素気流下で溶液を濾過し、得られた樹脂を水で繰り返し洗浄した。pH 試験紙を用い
て溶液の液性を確認し、pH が 5-6 を示した時点で洗浄を止め、KSH-2(45)を得た(こ
の時、濾液と洗浄液を集め凍結乾燥することで未反応のペプチドフラグメント
50(20–26 mg)を回収した)。得られた KSH-2 に TCEP·HCl (17 mg, 59 µmol)を加え、30
分の振とう撹拌後窒素気流下濾過した。樹脂を水で繰り返し洗い、濾液と洗浄液を合
わせ 2 mL メスフラスコにとり、標線まで水を加えた。フラスコ中の溶液の一部(20 µL)
を逆相 HPLC で分析し、Figure 26 にて作成した検量線より、オリゴアルギニンの導入
量を算出した。 
 
KSH-2(45)を用いたカプトプリル 37 に対するオリゴアルギニン導入反応  
KSH-2 (45, 18 µmol、樹脂 52(31 mg, 18 µmol)より合成した)を PP 製カラムにとり、
続いてカプトプリル 43 (1.0 mg, 4.6 µmol) の水溶液(1.0 mL)を加え、室温下振とう撹拌
した。30 分の反応後、溶液を逆相 HPLC により分析し、カプトプリルに対応するピー
クの消失を確認した。反応後の樹脂を濾過し、樹脂を水で洗浄した。濾液と洗浄液を
合わせて、凍結乾燥することによりオリゴアルギニンが導入されたカプトプリル 58 




): m/z 1740.0020 [M+H]
+
 (Calcd for C68H131N36O14S2: 1740.0087) 
 
Ac-Cys-Gly-PAD : 
Ac-Cys-Gly-(D-Lys-D-Leu-D-Ala-D-Lys-D-Leu-D-Ala-D-Lys)2-NH2·TFA salt (59) 
PP 製濾過カラム中に Fmoc-Rink amide resin(300 mg, 0.165 mmol)をとり、20% 
piperidine/DMF 溶液を加え、振とう撹拌した。20 分の反応後、溶液を濾過により除去
し、一般的な Fmoc-based SPPS に従い、Fmoc アミノ酸、DIPCI、HOBt·H2O をそれぞ
れ 樹 脂 に 対 し て 4 当 量 (0.660 mmol) 用 い 、 逐 次 伸 長 反 応 を 行 う こ と で
H-Cys(Trt)-Gly-[D-Lys(Boc)-D-Leu-D-Ala-D-Lys(Boc)-D-Leu-D-Ala-D-Lys(Boc)]2-N





で 5 回、メタノールで 3 回、ジエチルエーテルで 3 回順次洗浄した後、減圧下乾燥す
ることで  635 mg の Ac-Cys(Trt)-Gly-[D-Lys(Boc)-D-Leu-D-Ala-D-Lys(Boc)-D-Leu 
-D-Ala-D-Lys(Boc)]2-resin を 得 た 。 こ の 樹 脂 に TFA 混 合 液 (TFA : H2O : 
triisopropylsilane : 1,2-ethanedithiol = 14 mL : 0.38 mL : 0.15 mL : 0.38 mL)を氷浴中で加
え、氷浴を撤去した後、室温下撹拌した。2 時間の反応後、樹脂を濾過により除去し、
得られた溶液の TFA を窒素気流下揮発させることで留去した。得られた残渣にジエチ
ルエーテル(20 mL)を加え、デカンテーションにより洗浄する操作を 3 回繰り返した。
得られた残渣を減圧下乾燥することで粗精製ペプチドを得て、この粗精製ペプチドを
HPLC により精製することで PAD ペプチド 59 を得た(52.4 mg、0.022 mmol、13%)。 
HRMS (ES
+
): m/z 1725.1240 [M+H]
+
 (Calcd for C79H150N23O17S: 1725.1301). 
 
KSH-2(45)を用いた PAD ペプチド 59 に対するオリゴアルギニン導入反応  
KSH-2 (45, 4.0 µmol、6.8 mg の樹脂 52 より合成した)を PP 製カラムにとり、2.4 mg 
の PAD ペプチド(59, 1.0 µmol、分子量は 6TFA 塩であるものとして計算した)の水溶
液(0.25 mL)を加え、室温下撹拌した。1 時間後、逆相 HPLC により分析し PAD ペプ
チド 59 に対応するピークの消失を確認した。反応後の溶液を濾過し、樹脂を水で洗
浄した。濾液と洗浄液を合わせて、凍結乾燥することによりオリゴアルギニンが導入




): m/z 3247.0583 [M+H]
+






PP 製濾過カラムに Fmoc-Rink amide resin(500 mg, 0.290 mmol)をとり、 20% 
piperidine/DMF (10 mL)溶液を加え、振とう撹拌をおこなった。30 分後、Fmoc アミノ
酸、DIPCI、HOBt·H2O をそれぞれ樹脂に対して 3 当量(0.870 mmol)用い、一般的な
Fmoc-based SPPS に 従 い 、 逐 次 伸 長 反 応 を 行 う こ と で H-Asn(Trt)-Cys(tBu) 
-Pro-Leu-Gly-NH-resin(673 mg)を得た。この樹脂に TFA 混合液 (TFA : H2O : 






HPLC により精製することで、ペプチド 76 を得た(55.7 mg、82.9 µmol、29%)。 
HRMS (ES
+
): m/z 558.3074 [M+H]
+
 (Calcd for C24H44N7O6S: 558.3074). 
 
樹脂 52 を用いたペプチド 76 の固相化条件の検討実験(Table 6、Entry 8) 
ベンジルスルフィド樹脂 52(12.6 mg, 7.45 µmol)に 2% 塩化スルフリルの
1,2-DCE(1.25 mL)溶液とピリジン(3.02 µL, 37.3 µmol)を氷浴中で加えた。氷浴で冷却
したまま 20 分間穏やかに撹拌した後、反応溶液をパスツールピペットを用いて除去し
た。得られた樹脂に 2%に調製した 塩化スルフリルの 1,2-DCE(1.25 mL)溶液とピリジ
ン(3.02 µL, 37.3 µmol)を氷浴中で再度加え、20 分間の撹拌後に溶液を除去する操作を
更に 2 回繰り返した。得られた樹脂を PP 製濾過カラムに移し、氷冷したジクロロメ
タンで 5 回洗浄し、続いて氷冷した 90%ギ酸水溶液で 3 回窒素気流下洗浄することで
Npys-Cl 型樹脂 51 を得た。このとき、Npys-Cl 樹脂 51 に対し元素分析をおこなった
ところ、塩素が検出され樹脂の塩素化が進行していることを確認した。  
Anal. Calcd for C142.62H263.24Cl2N6O68.31S2: C, 52.06; H, 8.06; Cl, 2.16; N, 2.55; O, 33.22; S, 
1.95; Found C, 46.45; H, 7.75; Cl, 1.42; N, 2.51; O, 34.88; S, 3.49;  
Npys-Cl 型樹脂 51 にペプチドフラグメント 76(1.00 mg, 1.49 µmol)のギ酸(161 µL)水
溶液を加え、室温下振とう撹拌した。反応開始時および 1 時間後に反応溶液を採取し、
得られた溶液をそれぞれ水で希釈した上で HPLC により分析した。その結果、反応開




ナスフラスコに DCC(94.9 mg, 0.460 mmol)と Fmoc-Gln(Trt)-OH(401 mg, 0.657 
mmol)をとり、ジクロロメタン(12 mL)を加え、室温下撹拌した。10 分後、濃縮によ
り溶媒を留去し、得られた残渣を DMF に溶解した。この溶液に DMAP(8.03 mg, 65.7 
µmol)と Wang resin(300 mg, 0.219 mmol)を順次加え、撹拌した。3 時間後、濾過によ
り溶液を除き、得られた樹脂を DMF により洗浄することで Fmoc-Gln(Trt)-resin を得
た。この樹脂を用いて、一般的な Fmoc-based SPPS に則り Fmoc アミノ酸、HOBt·H2O
88 
 
および DIPCI をそれぞれ樹脂に対して 3 当量(0.219 mmol)用いて逐次伸長反応をおこ
なった。得られた Fmoc-Cys(Trt)-Tyr(tBu)-Ile-Gln(Trt)-resin(670 mg)に TFA 混合液 





72a を得た(23.5 mg, 31.5 µmol, 31%)。 
HRMS (ES
+
): m/z 748.3016 [M+H]
+
 (Calcd for C38H46N5O9S: 748.3016). 
 
Fmoc-Cys-Tyr-Ile-Gln-SCH2CH2CO2H(78b) 
チオエステルペプチド 78b は Hojo が報告した方法により合成した。2) PP 製カラム
中に Fmoc-Rink amide resin(100 mg, 58 µmol)をとり、20% piperidine/DMF(2 mL)を加
え、振とう撹拌をおこなった。20 分の反応後、溶液を濾過により除去し得られた樹脂
に Fmoc-Arg(Pbf)-OH (124 mg, 174 µmol)、HOBt·H2O(26.6 mg, 174 µmol)および DIPCI 
(27.0 µL, 174 µmol)を順次に加えた。同じ操作で脱保護と縮合を再度繰り返し、反応
終了後 DMF を用いて洗浄することで Fmoc-[Arg(Pbf)]2-resin を得た。得られた樹脂に
20% piperidine/DMF により Fmoc 基を除去した後、Fmoc-Gln(Trt)-(Et)Cys(Trt)-OH(114 
mg, 116 µmol)、DIPCI(27.0 µL, 174 µmol および HOBt·H2O(26.6 mg, 174 µmol)の
1,2-DCE 溶液を加え、室温下振とう撹拌をおこなった。2 時間後、得られた樹脂を DMF
により洗浄することで Fmoc-Gln(Trt)-(Et)Cys(Trt)-[Arg(Pbf)]2-resin(183 mg)を得た。得
られた Fmoc-Cys(Trt)-Tyr(tBu)–Ile-Gln(Trt)-[Arg(Pbf)]2-resin の一部(117 mg)を取り分
け、TFA 混合液(TFA : H2O : triisopropylsilane : 1,2-ethaneditiol = 94 : 2.5 : 1.0 : 2.5, 2 mL)
を加え撹拌した。2 時間の反応後、濾過により濾液を集め、窒素気流下で TFA を揮発
させることにより留去した。得られた残渣をジエチルエーテルで洗浄し、デカンテー
ションにより溶液を除去した。得られた残渣を減圧下で乾燥し、得られた粗精製ペプ
チド(66.7 mg)を 6 M の尿素と 5%の 3-メルカプトプロピオン酸と共に 50%アセトニト
リル水溶液(3 mL)に溶解し、3 日間撹拌した。反応溶液を減圧濃縮により溶媒を留去
し、得られた残渣を逆相 HPLC により精製することでチオエステルペプチド 78b を得
た(3.06 mg, 3.66 µmol, 10%)で得た。 
HRMS (ES
+
): m/z 836.3020 [M+H]
+
 (Calcd for C41H50N5O10S2: 836.2999). 
 
ジスルフィドペプチド 79a  
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ペプチド 76(1.00 mg, 1.49 µmol)の 90%ギ酸(161 µL)溶液を Npys-Cl 型樹脂 51 に室
温下加え、振とう撹拌した。1 時間後、反応溶液を濾過することにより樹脂と溶液を
分離し、樹脂を水で 10 回洗浄した。得られた樹脂 77 に、ペプチド 78a(0.93 mg, 1.24 
µmol)の 66%DMF 水溶液(270 µL)を室温下加え撹拌した。30 分後、濾過により濾液を
集め、樹脂を DMF にて 5 回洗浄した。濾液と洗浄した DMF 溶液を集め、濃縮により




): m/z 1247.5229 [M+H]
+
 (Calcd for C58H79N12O15S2: 1247.5229). 
 
ジスルフィドペプチド 79b 
ペプチド 76(0.96 mg, 1.44 µmol)の 90%ギ酸(161 µL)溶液を Npys-Cl 型樹脂 46(12.2 
mg, 7.18 µmol)に室温下加え、振とう撹拌した。1 時間後溶液を濾過し、得られた樹脂
77 を水で 10 回洗浄した。得られた樹脂に、チオエステルペプチド 78b(1.00 mg, 1.20 
µmol) の 66%DMF 水溶液(261 µL)を室温下加え撹拌した。30 分後、濾過により濾液
を集め、樹脂を DMF にて 5 回洗浄した。濾液と洗浄した DMF 溶液を集め、濃縮によ
り溶媒を留去し、減圧下乾燥することでチオエステルペプチド 79b を得た(1.01 mg, 
0.757 µmol, 63%)。 
HRMS (ES
+
): m/z 1335.5200 [M+H]
+
 (Calcd for C61H83N12O16S3: 1335.5212). 
 
ジスルフィドペプチド 79a を用いた Fmoc 保護オキシトシン 80 の合成 
ジ ス ル フ ィ ド ペ プ チ ド 79a(1.19 mg, 0.874 µmol)の DMF(886 µL)溶 液 に
DIPEA(0.377 µL, 2.22 µmol)と HATU(0.409 mg, 1.33 µmol)を氷冷下加え撹拌した。5
分後逆相 HPLC により N 末端が Fmoc 保護されたオキシトシン 80 を白色固体として
得た(0.70 mg, 0.570 μmol, 65%)。 
HRMS (ES
+
): m/z 1229.5129 [M+H]
+
 (Calcd for C58H77N12O14S2: 1229.5124). 
 
ジスルフィドペプチド 79b を用いたケミカルライゲーション 3) による Fmoc 保護オ
キシトシン 80 の合成 
HOOBt(1.25 mg, 7.67 µmol)と DIPEA(0.652 µL, 3.83 µmol)の DMSO(50 µL)溶液にチ











溶液を逆相 HPLC により精製することで N 末端が Fmoc 保護されたオキシトシン 80
を白色固体として得た(0.57 mg, 0.464 μmol, 91%)。 
HRMS (ES
+
): m/z 1229.5112 [M+H]
+
 (Calcd for C58H77N12O14S2: 1229.5124). 
 
oxytocin (75) 
Fmoc 保護されたオキシトシン 80(0.70 mg, 0.570 µmol)に 20% piperidine/DMF(216 
µL)を室温で加え撹拌した。5 分後逆相 HPLC により精製することでオキシトシン 75
を白色固体として得た(0.20 mg, 0.178 μmol, 31%)。 
HRMS (ES
+
): m/z 1007.4418 [M+H]
+









薬の創製とペプチド合成への応用』と題し、1981 年 matsueda らにより見出された SH















えた。SH 基と官能基選択的に反応する活性な Npys 型ジスルフィドを中核とし、ビオ
チンと固相担体をリンカーで繋いだ構造を有する固相担持型ビオチン標識試薬
「KSH-1」を設計した。検討の結果、市販で入手容易な 6-ヒドロキシニコチン酸を出
発原料として、11 工程で固相担持型 SH 基選択的ビオチン標識試薬 KSH-1 を合成した。









たビオチン標識の知見を応用し、KSH-1 同様 Npys 型ジスルフィドを中核としたオク
タアルギニン導入試薬を設計した。検討の結果、KSH-1 の合成中間体を利用して、樹
脂上に構築した Npys-Cl にオリゴアルギニンを直接導入するという、3 工程を経て「固
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相担持型 SH 基選択的オリゴアルギニン導入試薬 KSH-2」を合成した。これを実際に




















KSH-1、KSH-2 における知見は、今後さまざまな SH 基選択的標識試薬や化学プロ
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